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γ論文内容要旨
 1藩論
 細胞の分化には,二つの段階があると考えられている。一つは,細胞がある特定の形質を現わ
 す方向へ決定(determination)される段階で,もう一つは,決定された特異形質を発現
 (expression)する段階である。本論文では…ツカネズミの色素細胞でメラニン形成とい
 う形質の発現がどのような機構で調節されているのか,培養マウスメラノーマ細胞を用いた体細
 胞雑種形成によって調べることを目的とした。すなわち,メラノーマ細胞と様々な種類のニワト
 リ胚細胞との間の雑種細胞を形成し,雑種のタイプによる色素生産能の差を検出することにり,
 色素産生に関与する調節因子の存在を明らかにしょうとした。
 11材料と方法
 メラノーマ細胞は,B16マウスメラノーマ由来の株から6一チオグアニン耐性株を分離して
 TG14株とした。このTG14株はhypoxanthinephosphorybosyltran駁erase(H
 聖RT)活性を欠損していると考えられる。また,TG14細胞は,チロシナーゼ活性はもつが色
 素産生を行なっていなかった。
 ニワトリ胚細胞は網膜色素上皮細胞,網膜神経細胞,肝臓細胞を10日目胚から分離し,融合
 実験に用いるため,3日間初代培養した。雑種細胞の分離は,TG14細胞がKPRT活惟がない
 ため,アミノプテリン(denovoのDNA合成阻害剤)存在下で生存できないことを利用した。
 すなわち,アミノプテリンを含む培養液中では,センダイウイルスを用いて融合処理したTG14
 細胞とニワトリ胚細胞の混合細胞のうち,TG14細胞は生存できず,ニワトリ胚細胞は自然に
 消滅してしまい,ニワトリ胚細胞のHPRT活性を得たTG14細胞とニワトリ胚細胞の雑種細胞
 のみが生存できる。
 親細胞と得られた雑種細胞について,染色体の核型分析,メラニン含量の測定,チロシナーゼ
 活性の測定,チ・シナーゼの電気泳動,メラノソームタンパク質のSDS電気泳動,電子顕微鏡
 による細胞内微細構造の観察,増殖速度の測定を行なった。
田実験結果
 TG14細胞と網膜色素上皮細胞の雑種細胞を9クローン,TG14細胞と肝臓細胞の雑種細胞
 を4ク・一ン,TG14細胞と網膜神経細胞の雑種細胞を3クローン分離した。
 これらの雑種細胞のク・一ンは,ほとんど完全なセットのマウスTG14細胞の染色体と数個
 のニワトリ点状染色体を含んでいた。三つのタイプの雑種細胞は,それぞれ特異的なチロシナーゼ
 活性とメラニン産生をもっていた。色素産生のないTG14細胞と網膜色素上皮細胞との雑種細
 胞は,色素産生があり,多くのメラノソームが見られた。この色素産生は,チ・シナーゼ活性に
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 比例しており,電気泳動,電子顕微鏡的所見から,チロシナーゼ,メラノソームはマウス由来の
 ものであることが判明した。TG14細胞と肝臓細胞との雑種細胞は,色素産生もチロシナーゼ活
 性ぜ・抑制され,TG14細胞と網膜神経細胞との雑種細胞では,色素産生はみられなかったがチロ
 シナーゼ活性が高かった。
 u考察
 マウスメラノーマ細胞と網膜色素上皮細胞との雑種細胞における色素産生の活性化は,ニワト
 リ胚細胞の遺伝的な因子または細胞質因子によって起こると考えられる。これらのニワトリ胚細
 胞の因子が,チロシナーゼやメラノソームといった色素産生に直接必要なものを提供するといっ
 た形では起こらなかった事は,チロシナ一世の電気泳動や電子顕微鏡的観察で示された。むしろ,
 ニワトリ胚細胞の因子は,間接的にマウスメラノーマ細胞の材料を用いて色素産生を高める方向
 (メラノソーム形成)へと調節したと考えられる。もレこの調節が遺伝的因子によって起こる
 とするならば,雑種細胞中に残った1個のニワトリ点状染色体上の遺伝子によってなされる可能
 性が高い。この染色体は,ニワトリのHPRT遺伝子をもち,しかもマウスメラノーマ細胞の色
 素産生をpositivecontrolする遺伝子をもつと考えられる。一方,Gopal櫨risねnanら
 (1977)の報告にもあるように,細胞質因子が安定な形質発現の変化をひき起こすことも十分
 考えられる。
 同じように,メラノーマ細胞と網膜神経細胞の雑種細胞におけるチロシナーゼ活性の上昇の場
 の場合にも,メラノーーマ細胞と肝臓細胞の雑種細胞におけるチ・シナーゼ活性の抑制の場合にも,
 ニワトリ胚細胞の遺伝的因子または細胞質因子による2つの可能性が考えられる。
 今後,サイトカラシBを用いて除核したニワトリ胚細胞細胞質をマウスメラノーマ細胞に導入
 してやることによって,ニワトリ胚細胞のいずれの因子によって色素産生が調節されたのかとい
 う問題は解決されるであろう。
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 論文審査の結果の要旨
 この研究はハツカネズミの色素細胞のがん化したメラノーマ細胞と種々のニワトリ胚細胞を融合
 させて雑種細胞をつくり,それぞれの雑種細胞におけるメラニン形成に関する形質の差をみること
 によって,ニワトリ胚細胞にメラニン形成を調節する因子の存在することを明らかにしたものであ
 る。まず,メラノーマ細胞とニワトリ胚細胞を融合させた細胞では,殆んどのハツカネズミ染色体
 と数個のニワトリ染色体を含んでおり,両種の雑種細胞であることが証明された。また,つぎにメ
 ラノーマ細胞とニワトリ胚の網膜色素上皮細胞との雑種細胞では,メラノーマ細胞よりもさらにメ
 ラニン形成が促進された。また,メラノーマ細胞とニワトリ胚の網膜神経細胞との雑種細胞では,
 メラニン形成の上昇はなかったが,チロシナ一世の活性が元のメラノーマ細胞よりも増加していた。
 一方メラノーマ細胞とニワトリ胚の肝細胞との雑種細胞では,チロシナーゼ活性も低く,メラニン
 形成も低下していた。この結果は,ニワトリ胚細胞における分化が,メラニン形成を調節する因子
 の差をもたらすことを示しており,また色素細胞以外の細胞にもメラニン形成の調節因子が存在す
 ることを明らかにしたものである。したがってこの論文はメラニン形成の調節に関する新しい知見
 を加えたものであり,また著者が独立の研究者としての研究能力をもつことを示している。よって
 石黒誠一提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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